بررسی و مقایسه فراوانی آللها و ژنوتیپهای ژن آپولیپوپروتئین E (rs7412 و rs429358) در بیماران آلزایمری و افراد سالم by poursheikhali, Sara
   
 داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﮑﯽ 
  و ﺧﺪﻣﺎت ﺑﻬﺪاﺷﺘﯽ درﻣﺎﻧﯽ ﮐﺮﻣﺎن
  




 ( در853924srو  2147sr) Eهﺎی ژن آﭘﻮﻟﯿﭙﻮﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ هﺎ و ژﻧﻮﺗﯿﭗﺑﺮرﺳﯽ و ﻣﻘﺎﯾﺴﻪ ﻓﺮاواﻧﯽ آﻟﻞ
  ﻢﺑﯿﻤﺎران آﻟﺰاﯾﻤﺮی و اﻓﺮاد ﺳﺎﻟ
  
  ﺗﻮﺳﻂ
  ﺳﺎرا ﭘﻮرﺷﯿﺨﻌﻠﯽ
  اﺳﺎﺗﯿﺪ راهﻨﻤﺎ
  دﮐﺘﺮ ﮐﻠﺜﻮم ﺳﻌﯿﺪیدﮐﺘﺮ ﻧﺼﺮاﻟﻠﻪ ﺻﺎﻟﺢ ﮔﻮهﺮی 
  






  ﻓﺎرﺳﯽ ﭼﮑﯿﺪه
ﺗﺮﯾﻦ ﻓـﺎﮐﺘﻮر ﺧﻄـﺮ ژﻧﺘﯿﮑـﯽ ﺷـﻨﺎﺧﺘﻪ ﺷـﺪه  ( ﻗـﻮیEOPA)Eژن آﭘﻮﻟﯿﭙـﻮﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ  4εﻣﻘﺪﻣـﻪ و اهـﺪاف: آﻟـﻞ  
ﺑﺎ اﺳـﺘﻔﺎده  EOPAﺑﯿﻤﺎری آﻟﺰاﯾﻤﺮ اﺳﺖ. ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ اﯾﻨﮑﻪ ﺟﻤﻌﯿﺖ ﮐﺸﻮر و دﻧﯿﺎ رو ﺑﻪ ﭘﯿﺮی اﺳﺖ، ﺗﻌﯿﯿﻦ ژﻧﻮﺗﯿﭗ ژن 
ﻣﻮرﻓﯿﺴـﻢ  رﺳـﺪ. هـﺪف از اﻧﺠـﺎم اﯾـﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌـﻪ ﺑﺮرﺳـﯽ دو ﭘﻠﯽ از ﺗﮑﻨﯿﮑﯽ ﺳﺎده و ﻣﻘﺮون ﺑﻪ ﺻﺮﻓﻪ ﺿﺮوری ﺑﻪ ﻧﻈـﺮ ﻣﯽ
ﺳـﺎﻟﻢ ﺑـﺎ  ﮔـﺮوه و ﻣﺒـﺘﻼ ﺑـﻪ آﻟﺰاﯾﻤـﺮ  در دو ﮔـﺮوه ﺑﯿﻤـﺎر EOPAو در ﻧﺘﯿﺠـﻪ ﺗﻌﯿـﯿﻦ ژﻧﻮﺗﯿـﭗ ژن  853924srو  2147sr
 SMRA-T xelpitluM(( و ﭘـﯽ ﺳـﯽ آر ﭼﻨﺪﮔﺎﻧـﻪ sisylana MRHدو ﺗﮑﻨﯿﮏ آﻧﺎﻟﯿﺰ ذوب ﺑـﺎ دﻗـﺖ ﺑـﺎﻻ)  اﺳﺘﻔﺎده از
  ﺑﺎﺷﺪ. ﻣﯽ )RCP
ﺗﺼﻮﯾﺐ ﮐﻤﯿﺘـﻪ اﺧـﻼق ﺑﻪ   222.7931.CER.UMK.RIاﺧﻼق  ﻣﻮرد ﺷﺎهﺪی ﭘﯿﺶ رو ﺑﺎ ﮐﺪ هﺎ: ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ روش
ﻓـﺮد ﻧﺮﻣـﺎل ﺑـﺪون  ٠٩ﻓﺮد ﻣﺒﺘﻼ ﺑﻪ آﻟﺰاﯾﻤﺮ ﺑـﻪ ﻋﻨـﻮان ﮔـﺮوه ﺷـﺎهﺪ و  ٠٩  ﮐﻪ داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﮑﯽ ﮐﺮﻣﺎن اﻧﺠﺎم ﺷﺪ
ﻧﻔـﺮ ﺑـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از ﮐﯿـﺖ اﺳـﺘﺨﺮاج  ٠٨١ﺧـﻮن اﯾـﻦ  ANDﺳﺎﺑﻘﻪ دﻣﺎﻧﺲ ﻣﻐﺰی ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﮐﻨﺘﺮل ﺑﻪ آن وارد  ﺷـﺪﻧﺪ. 
ﺑـﺎ دو روش آﻧـﺎﻟﯿﺰ ﻣﻨﺤﻨـﯽ  853924srو  2147srﺟﺪاﺳﺎزی ﺷﺪ و ﻓﺮاواﻧﯽ دو وارﯾﺎﻧـﺖ ﺗـﮏ ﻧﻮﮐﻠﺌﻮﺗﯿـﺪی  NEGRON
ﺗﻌﯿـﯿﻦ  EOPAو ﺑـﻪ دﻧﺒـﺎل آن ژﻧﻮﺗﯿـﭗ ﻧﻬـﺎﯾﯽ  RCP smra artet xelpitluM( و sisylana MRH ) ذوب ﺑﺎ دﻗﺖ ﺑﺎﻻ
ن ﮐـﺎی ﻣﺮﺑـﻊ  و رﮔﺮﺳـﯿﻮن ﮔﺸﺖ. ﺑﺮای اﻃﻤﯿﻨﺎن از ﺻﺤﺖ ﮐﺎر، ﺗﻌـﺪادی ﻧﻤﻮﻧـﻪ ﺑـﺮای ﺳـﮑﺎﻧﺲ ارﺳـﺎل ﺷـﺪ. از آزﻣـﻮ
  در ﻧﻈﺮ ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺷﺪ.  ٠/۵٠داری  هﺎ و ﺑﺮرﺳﯽ ارﺗﺒﺎط ﻣﻮﺟﻮد اﺳﺘﻔﺎده و ﺳﻄﺢ ﻣﻌﻨﯽ ﻟﺠﺴﺘﯿﮏ ﺑﺮای آﻧﺎﻟﯿﺰ داده
ﺑـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از  EOPAو در ﻧﺘﯿﺠﻪ ژﻧﻮﺗﯿﭗ ﻧﻬﺎﯾﯽ 2147srﻣﻮرﻓﯿﺴﻢ  ، ﭘﻠﯽ853924srهﺎ: ﺑﺮﺧﻼف وارﯾﺎﻧﺖ  ﯾﺎﻓﺘﻪ
ﺑـﻪ  EOPAژﻧﻮﺗﯿـﭗ  RCP smra T-xelpitluMاﺳـﺘﻔﺎده از ﺗﮑﻨﯿـﮏ آﻧﺎﻟﯿﺰ ذوب ﺑﺎ دﻗﺖ ﺑـﺎﻻ ﺗﻌﯿـﯿﻦ ﻧﮕﺸـﺖ و اﻣـﺎ ﺑـﺎ 
داری ﺑـﯿﻦ  را ﺗﻌﯿﯿﻦ ﮐﻨﺪ، ﺗﻔﺎوت ﻣﻌﻨـﯽ 2147srﻧﺘﻮاﻧﺴﺖ ﻓﺮاواﻧﯽ وارﯾﺎﻧﺖ  MRHﺧﻮﺑﯽ ﺗﻌﯿﯿﻦ ﮔﺸﺖ. اﮔﺮﭼﻪ ﺗﮑﻨﯿﮏ 
رﺳﺪ ﮐﻪ دﻗﺖ  وﺟﻮد ﻧﺪاﺷﺖ و ﺑﻪ ﻧﻈﺮ ﻣﯽ 853924srﻧﺘﺎﯾﺞ ﺣﺎﺻﻞ از دو ﺗﮑﻨﯿﮏ در ﺗﻌﯿﯿﻦ ﻓﺮاواﻧﯽ و ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﯽ وارﯾﺎﻧﺖ 
  ﺗﻔﺎوت ﭼﻨﺪاﻧﯽ ﻧﺪاﺷﺘﻪ ﺑﺎﺷﺪ.  RCP smra T-selpitluM)در ﺻﻮرت ﺗﻨﻈﯿﻢ ﺷﺪن(، ﺑﺎ روش MRH ﺗﮑﻨﯿﮏ  و ﺻﺤﺖ
 ٤
در ﺑﺮاﺑﺮ ﺑﯿﻤﺎری اﺳﺖ، ﺑﻪ ﻃﻮری ﮐﻪ ﺣﻀﻮر  2εداری ﻧﻘﺶ ﺣﻔﺎﻇﺘﯽ آﻟﻞ  ﺣﺎﮐﯽ از ﻣﻌﻨﯽ EOPAﻧﺘﺎﯾﺞ ژﻧﻮﺗﯿﭗ 
 4εدهﺪ و اﯾﻦ در ﺣﺎﻟﯽ اﺳﺖ ﮐﻪ آﻟﻞ  ﻣﯽ )912.0=RO ,400/0= eulav-P(اﯾﻦ آﻟﻞ ﺧﻄﺮ اﺑﺘﻼ ﺑﻪ ﺑﯿﻤﺎری را ﮐﺎهﺶ  
-Pدار ﻧﺸـﺪ زﯾـﺮا ﮐـﻪ  دهـﺪ ﮐـﻪ اﻟﺒﺘـﻪ اﯾـﻦ ارﺗﺒـﺎط از ﻧﻈـﺮ آﻣـﺎری ﻣﻌﻨـﯽ ﺑﺮاﺑـﺮ اﻓـﺰاﯾﺶ ﻣﯽ ١/٢٧ﺧﻄـﺮ اﺑـﺘﻼ را ﺗـﺎ 
دهﻨـﺪ ﮐـﻪ  ﭼﻨـﯿﻦ ﻧﺘـﺎﯾﺞ ﻧﺸـﺎن ﻣﯽ ﺳﺎزد. هﻢ ﮔﯿﺮی را دﺷﻮار ﻣﯽ ای اﺳﺖ ﮐﻪ ﺗﺼﻤﯿﻢ آن در ﻣﺤﺪوده 99/0=EULAV
 دارد.  و هﻢ ﺑﺎرز اﻋﻤﺎل ﻣﯽ اﺛﺮ ﺧﻮد را ﺑﻪ ﺻﻮرت ﻏﺎﻟﺐ 2ε آﻟﻞ
روش ﺳـﺎده، ﺳـﺮﯾﻊ و ﻣﻘـﺮون ﺑـﻪ  RCP smra T-xelpitluMرﺳﺪ ﮐﻪ ﺗﮑﻨﯿﮏ  ﮔﯿﺮی: ﺑﻪ ﻧﻈﺮ ﻣﯽ ﺑﺤﺚ و ﻧﺘﯿﺠﻪ
ﺑﺎﺷﺪ. هﻤﺎﻧﻨﺪ ﺳﺎﯾﺮ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت اﻧﺠﺎم ﺷﺪه در دﻧﯿﺎ،  هﺎی ﺑﺰرگ ﻣﯽ در ﺟﻤﻌﯿﺖ EOPAای ﺑﺮای ﺗﻌﯿﯿﻦ ژﻧﻮﺗﯿﭗ ژن  ﺻﺮﻓﻪ
ﺗـﺮﯾﻦ  ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻣﻬﻢ 4εﺑﯿﻤﺎری دارد و اﯾﻦ در ﺣﺎﻟﯽ اﺳﺖ ﮐﻪ ﻧﻘﺶ آﻟﻞ در اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﻧﻘﺶ ﺣﻔﺎﻇﺘﯽ در ﺑﺮاﺑﺮ  2ε آﻟﻞ
در اﯾـﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌـﻪ، ﺑـﻪ دﻟﯿـﻞ ﻋـﺪم ﻣﺸـﺎهﺪه  ﻓﺎﮐﺘﻮر ﺧﻄﺮ ژﻧﺘﯿﮑﯽ ﺑﯿﻤـﺎری در دﻧﯿـﺎ و ﺑـﺎ وﺟـﻮد اﻓـﺰاﯾﺶ ﺧﻄـﺮ ﺑﯿﻤـﺎری
و ﻗﺮار ﮔـﺮﻓﺘﻦ در ﻣﺤـﺪوده ﻣﺸـﮑﻮک ﺑـﺎ ﻗﺎﻃﻌﯿـﺖ ﺑﺴـﯿﺎر ﻗﺎﺑـﻞ  )921.0=RO ,400/0= eulav-P(داری آﻣﺎری ﻣﻌﻨﯽ
اﯾـﻦ  دار ﺑـﯿﻦ ﺎﻃﻌﯿﺖ ﺑﻬﺘﺮ وﺟﻮد ﯾﺎ ﻋﺪم ارﺗﺒـﺎط ﻣﻌﻨـﯽﻗ ﺑﺎ ﻧﻪ ﺑﺎﻻﺗﺮ  ﺑﺘﻮاﻧﺪرﺳﺪ ﮐﻪ ﺣﺠﻢ ﻧﻤﻮ ﯿﺴﺖ و  ﺑﻪ ﻧﻈﺮ ﻣﯽﺗﺎﺋﯿﺪ ﻧ
 آﻟﻞ و ﺑﯿﻤﺎری را ﺗﻌﯿﯿﻦ ﮐﻨﺪ.










Background and Objectives: Apolipoprotein E genotype has heterogeneous distribution 
throughout the world. Present study sought to determine APOE genotype (rs429358, rs7412) in 
normal and Alzheimer samples in the southeastern (Kerman) of Iran by two techniques in order to 
compare them and offer more convenient and cheaper one. 
Methods: The case control study was performed on 90 Alzheimer and 90 normal participants. Two 
different accurate and affordable techniques including HRM analysis and Multiples T-ARMS PCR 
were used.  
Results: Multiples T-ARMS PCR results showed that ε2 ε3 genotype (P-value=0.006, 
OR=0.119) and ε2 allele (P-value=0.004, OR=0.129) had a protective role against Alzheimer 
whereas ε4 allele was associated with increased disease risk in borderline (P-value =0.099, 
OR=1.76). Contrary to the proper performance of Multiples T-ARMS PCR in APOE genotyping 
(rs429358, rs7412), HRM analysis was not efficient in determining rs7412. 
Conclusion and discussion: The present findings revealed ε2 ε3 genotype and ε2 allele protective 
against Alzheimer whereas cannot strongly consider ε4 allele as Alzheimer genetic risk factor in 
Kerman, Iran. For better judge, larger sample size and more accurate inclusion criteria are 
suggested.  
Multiples T-ARMS PCR seems to be more effective, faster, easier and also cheaper in APOE 
genotyping than HRM analysis for large-scale use.  
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